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Abstract  A biomechanical model of  traumatic  contusional  injury was used  to map  axonal damage and 





micrographs  of  each  entire  section.  These  maps  were  cross‐checked  with  manual  counts.  The  injury  was 
characterised by well‐defined zones radiating from the impact point; these were a region of haemorrhagic and 
necrotic  tissue,  subadjacent  penumbra  of  axonal  injury,  and  distal  multi‐focal  and  diffuse  areas  of  neuronal 






CCI  has  been  used  extensively  to  study  the  response  of  the  brain  to mechanical  trauma, most  often  in  the 








Hence,  CCI models  are  amenable  to precise  control  and  characterisation due  to  the  simplicity of  the  loading 









order  to measure and characterise  the mechanics of  the  impact and  the head of  the animal.   He went on  to 
make a finite element model of these impacts to characterise the tissue mechanics that lead to injury [9]. One 








anaesthetised sheep to  induce injuries that are analogous to those seen  in human traumatic brain  injury. The 
precision  in  the  model  is  a  consequence  of  the  control  and  measurement  of  the  indentation  and  the 
characterisation of the spatial distribution and density of the resulting pathology. These aspects of the model 

















A  20  mm  craniotomy  was  performed  on  the  frontal  bone  above  the  frontal  cerebral  cortex  of  the  right 
hemisphere  to  expose  the  brain.  The  dura was  cut  and  retracted  for  the  indentation.  The  site was  selected 
based  on  a  desire  for  consistency  between  experiments,  and  for  easy  surgical  access.  The  position  of  the 















decelerated  the  rod  so  that  the  target  speed  of  the  rod,  on  contact  with  the  brain  surface,  was  1.2  m/s, 
reducing to zero  in 15 mm of travel  (the  indentation). The  indentation rod continued to be accelerated away 
from  the  surface  of  the  brain  after  peak  indentation  so  that  it  quickly  withdrew,  returning  to  a  position 
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approximately 250 mm away  from the brain  surface. Contact between the  indentation  rod and brain  surface 
lasted approximately 60 ms. 
High speed video was also used to record each experiment. 
Fig  1.  Experimental  setup  showing  the  ventilated 
animal, impact device and measurement equipment.  
Fig 2. The 20 mm diameter crainiotomy, marked with 
a  grey  cross‐hatched  circle.  The  location  of  the 
crainiotomy  was  measured    with  reference  to  an 
anatomical  coordinate  system  based  on    the 
anatomical points marked with arrows. 
A. Position and velocity measurement 
The  speed  and  position  of  the  indenter  tip was measured  directly  during  the  procedure.  Thirty‐two  data 







the  accelerometer  and  the  force  transducer  was  sampled  at  20000  Hz  and  filtered  with  an  8th  order 
Butterworth filter at 100 Hz. 

















by  fast  axoplasmic  transport  in  histologically  undetectable  quantities,  but  it  accumulates  rapidly  in  damaged 
axons proximal  to  the  site of  injury. APP may be  stained  and becomes  visible    by  light microscopy 1.75  to 3 
hours  post‐injury  [12].  Neuronal  perikaryal  APP  immunopositivity  probably  represents  a  non‐specific,  acute 
stress response to trauma [13]. 
For  APP  immunohistochemistry,  a  monoclonal  antibody  to  APP  (clone  22C11,  gift  from  Prof  C  Masters, 
University  of  Melbourne)  was  used  in  a  standard  streptavidin‐biotinylated  immunoperoxidase  technique.  In 
brief,  APP  antibody  was  applied  at  a  dilution  of  1:1000,  then  a  biotinylated  anti‐mouse  secondary  reagent 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, catalogue # BA‐200) was applied. Slides were then incubated with a 










stain  from  the  background  stain  on  non‐overlapping  image  tiles  obtained  at  10  times magnification.  A  pixel 
intensity  value  of  200  (unsigned  8‐bit  integer) was  used  as  the  threshold  of  DAB positivity  from  an  inverted 




These  maps,  along  with  the  original  scan  data,  were  then  reviewed  by  pathologists  to  grade  the  injury 




























A  12.9  15.8  ‐12.9, 1.2, 9.0  rostral  36 
B  11.5  12.8  ‐11.5, 3.5, 4.7  rostral  22 
C  13. 0 13.7   ‐13.0,‐1.3,4.1  caudal  31 
D  10.9  16.4  ‐10.9,8.9,8.4  rostral   32 
A. Impact kinematics 
Figure 3 shows the impact sequence from when the striker first contacts the brain, then reaches maximum 
depth  before  lifting  away  from  the  brain  again.  The  kinematics  of  each  impact,  as  measured  by  the 
accelerometer and/or the motor assembly, are shown in Figure 4.  




The reaction force between the brain and the tip of the  indenter  for each sheep is shown  in Figure 5. The 
peak  reaction  force  ranged  between  22  and  24  N  as  shown  in  Table  2.  The  peak  force  occurred  while  the 
indenter was approximately two‐thirds of its maximum distance into the brain. The reaction force dropped to 
near zero at maximum displacement. Except for a slight tensile  force as the  indenter began to be withdrawn, 
















Sheep  Impact Velocity (m/s)  Impact Depth (mm)  Peak force (N) 
A  1.24  16.41  Not measured 
B  1.20  16.15  24.2 
C  1.23  16.32  23.8 
D  1.20  16.50  22.4 
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C. Injury Response 
Routine  haematoxylin  and  eosin  (H&E)‐stained  sections,  6h  post‐impact,  indicated  that  the  indenter 
produced a severe, well‐defined, haemorrhagic and necrotising wound track (contusion/laceration) through the 
cerebral cortex, which sometimes extended into the digitate white matter. Within this penetrating wound track, 
there  was  multifocal  to  coalescing  haemorrhage  with  widespread  necrosis  and  disruption  of  the  cortical 
parenchyma,  attended  by  some  detached  and  in‐driven  cortical  fragments.  The  injured  cortex  also  showed 
extensive extravasation of plasma proteins, spongy change of the neuropil, and many pyknotic or karyorrhectic 
glial  nuclei,  although  some  viable  astrocytes  with  swollen  nuclei  were  found.  There  was  also  neutrophilic 
infiltration. In the wound track, there was marked neuronal loss, but some ghost neuronal profiles or neurons 
showing  shrunken, hypereosinophilic  cytoplasm  (red neurons)  and often nuclear hyperchromasia or pyknosis 
were  found.  In  the  cortical  wound  track  penumbra,  there  were  many  red  neurons,  characterised  by 
hypereosinophilic cytoplasm and sometimes nuclear hyperchromasia, with enlarged, non‐staining, perineuronal 
spaces. Many of  these  red neurons were markedly  elongated  (plastic  creep)  and oriented  in  a  similar  plane, 
reflecting  the  line  of  force  of  the  applied  traumatic  insult,  while  some  had more  triangular  or  rounded  cell 
outlines  and  shrunken  cytoplasm.  Intervening  neurons  either  appeared  normal  or  were  elongated  with 
basophilic cytoplasm and nuclear hyperchromasia. In these cortical areas, many astrocytic nuclei were swollen, 





less  severely  damaged  areas  of  the wound  track,  but  they were  abundant,  and  randomly  distributed,  in  the 
track penumbra and, more particularly, in the white matter tracts subjacent to the wound track. Neurons of the 
central grey matter in the same coronal plane as the wound track, and in ipsi‐ and contralateral cortices, were 
also  frequently  APP‐immunopositive,  but  APP‐positive  axons  diminished  in  number  with  increasing  distance 
from the wound track, suggesting that the threshold for APP‐immunoreactivity was much less in neurons than 
axons. Control tissue subjected to the same  immuno histological processes show only a very small number of 
weakly  APP‐immunopositive  neuronal  cell  bodies  and  no  axonal  injury  [10,11].  Some  of  the  features  of  the 
pathology are shown in Figure 6. 
D. Maps of APP positivity (axonal injury) 




has  folded over  itself on  the slide, or where there  is a mark on  the glass slide.  Injury maps  for other coronal 
sections (each separated by 5 mm) are provided in the Appendix. 
IV. DISCUSSION
The  apparatus  used  for  the  experiments was  shown  to  be  highly  controllable  giving  a  repeatable  impact 
pulse.  In  the  four  experiments  conducted  here,  the  speed  of  the  impactor  and  depth  of  impact  in  each 
experiment  were  closely  matched.  Precise  control  of  the  electromechanical  linear  motor  is  achieved  with 
constraints placed on both the position and velocity. Unlike some other controlled cortical impact apparatus [4] 












Fig  6(c).  The  neurons  shown  in  Figure  6(b) 
exhibit APP‐immunopositivity 
Fig  6(d).  APP‐immunoreactive damaged  axons  in  the 
contusion penumbra 
Fig 6(e). Abundant APP‐immunopositive damaged axons, mostly running longitudinally in the same direction, 






Fig 7. Representative  injury levels  from each sheep. Contour  levels are at 25, 50, 100, 200 and 500 counts 





1. a  contusion  at  the  impact  site,  which  was  comprised  of  parenchymal  necrosis  and  haemorrhage,
abetted by tissue disruption (laceration); 
2. a contusion penumbra of less severe neuronal, glial and axonal injury; and
3. neuronal  reaction and axonal  injury distant  to  the  impact  site, with  the  former showing greater and




hypothesise  that  these  differentiated  areas  of  tissue  stress/strain  will  be  quantifiable  by  finite  element 
modelling.  
There were, however, easily observable, but difficult to quantify, differences in injury distributions between 
the animals. Qualitatively,  the extent and magnitude of  the  injury was different  in each animal. Additionally, 
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while the presence of a penumbra of axonal injury was consistent in each animal, its extent was variable. This 
variability may  have  been  due  to  the  differences  in  impactor  position,  or  it may  have  been  a  result  of  each 
individual subject response to the impact or the variability  in the anatomy of each sheep. We expect that it  is 
questions like these that may be examined by future finite element modelling of these experiments.  
The  injury  patterns  that  were  found  in  this  study,  however,  are  consistent  with  the  patterns  of  injury 
described  in  porcine  models  of  CCI  [5,6].  These  porcine  models  also  showed  a  local  area  of  necrosis  and 
haemorrhage surrounded by a penumbra of axonal and neuronal injury.  
While  the pathology of the  injury observed  in this  study has been described subjectively  in  this study,  the 
injury  expression  was  also  automatically  and  quantitatively  rated.  Locations  of  injury  were  identified  from 
scanned  sections  of  the  brain  tissue  with  a  color  deconvolution  algorithm  [14]  adapted  from  Ruifrok  and 
Johnston  [15].  To  the  authors  knowledge,  this  is  the  first  time  this  method  has  been  adapted  to  identify 




specific  staining of  the  tissue with  the DAB.  This  issue has been mitigated,  in  this  case, with  a  review of  the 
scans by experienced pathologists to  identify true‐positive areas of  injury and also  identify areas  that are not 
injured. 














The  controlled  and  precise  cortical  indentation  of  the  brains  of  sheep  produced  distinct  zones  of  injury 
radiating from a central contusional wound. These injuries  included axonal  injury and neuronal reactivity. The 
dynamics of the insult were characterised and shown to be repeatable and highly controllable. Automatic injury 
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Fig 9.  Injury  levels on  the coronal sections  from Sheep B. Left  to  right, and  top  to bottom,  levels 1  to 9. Each section  is separated  from each other by 5 mm. 
Contour  levels are at 25, 50, 100, 200 and 500 counts per grid division. Dots show grid points with between 5 and 25 counts. Manual pathology markings are as 
follows: x+A  indicates axonal  injury at  level x, x+N  indicates neuronal  injury at  level x. Form  represents an area of  formalin pigmentation, H  indicates a hole, FP 
indicates a false positive (due to extraneous DAB build up on the slide) and TF indicates an area of tissue folds. 
